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In le id ing
Door vcrbctcrclc leelirrnstandigheden is de leve nsverwachting in de wcsterse r'verelcl
gestcgcn van 50 jaar  in  1900 tot  75-80. ;aar  in  2(X) ,1.  Zoals het  gezcgde terccht  lu i t l t  komt
ouclclclonr n'rct gebrckcn cn gaat l.ret berciken vuu eelr hoge leelti jd ucpaard uret cen
verhoosde l<ans op lceÍïrjdsalhankeli ikc ziektcvcrschijusclen. [ icrr vccl voorkomendc
leefi i. jclsafhankcli jke aandoenins is denrcntie^ clat in 70% r'arr cle gcrallen uorclt veroorzaakt
door clc ziel<tc van Alzhciurer. [)e ziekte van Alzhcirner is cen typischc veror"rclcringszickte:
vij lènncgentig procent van cle Alzheinrcrpatiëntcn is oLrclcr dan i-5 jaar. I)e zielitc treÍt
ongcvcer l l% van de Ncderlanclsc bevolking tr-rsscn 75 en 8.1. tenrij l  varr clc groep or.rcler
dan fi5 iaar zcll 's 357u aan dezc zickte l i. idt. De zicl<tc kcnnrcrkt zich cioor ccn prourcssicl
r, 'erloop ten gcvolgs \/an een tocnernencle bescliacliging van het hcrsenuccl-sel. uaarcloor
patiënten uiteincleli jk 24-uurs zorg rroclig hebben. Ilegnjpcli jkenvijs is de zickte niet alleen
inerijpcnd voor clc paticnt. uraar hccÍt he'1 vcrregaancle consecluentics voor clc omgevinu. de
làmilicleden cn natr.rurl i jk voor clc samenlcvin-rt cl ic het mercncleel van de zorskosten draagt.
AÍiakcling oÍ' clcgeneratie varr hcrseurvccl'sel is ccn proccs dat laugdurig kan optrcclen
zonclcr clat duidcli jk rvaamcembarc synll ltomcn optrcden. Dc ge'leidcli lkhe icl van clit ploccs
en clc enormc capacitcit van hct brein orn uitval van hcrscnrveclscl op tc vangen. zorgen
ervoor dat dc gevolgcu van clcze aftakcli lrg voor een lauge periocle gedr-rrcnde ons le'nen
naLnicli jks mcrkbaarzi.jn cn de rrceste nrcnsen een leeÍti jcl van 70-ii0-jaar bcrciken lrct een
nog cl 'Í iciënt lr-rnctionercnd brein. Bij eerr aanzierrl i. jk perccntage ouderen is clit echtcr niet
hct gcval, omdat de olnvang en snclheicl van het clcgeneraticproces cr toe lciclt dat oLrclcren
op latere lcclï i jd hun verstancleli jkc vermogclrs vcrl iczen, zoals \\ 'c z)en bii clc
Alzhcimerpat iënt .
Tc len Alo is  Alzheimer in  1907 voor  het  ccrst  de hcrsenaancloenine be 'schrecl 'd ie la tcr  naar
hem scnoetncl is, maaktc hij mclcling van ophopirrgen vau ciwittcrr (later "scnielc placlr"res"
gcnocnrcl) in clc grote hcrscnschors van clc onderzochte patiërrt. Lalcr rverd ontclckt dat clcze
accunrulatics vclomamclijk bcstaan uit het eir.vit p-amyloicl. Bcgin jarcn neuentiq u,erd
aangctoond clat lvannecr dit eirvit rvorclt oegedicncl aan zcnurvcellcr.r uit eerr hersengcbied
dat clc hippocampus uorclt genocmd. dit clc calcir-rrrrl.ruishoLrclir.rg van deze zcnuuccllcn of
neuroncn verstoort. l l icrcloor worden vclschil lenclc intraccllulairc proccsscn geactivccÍd,
die uiteindeli jk leiclen tot sterl ic van clc zenuu,ccl. In clc latere stadia van de ziekte van
Alzhcimer r,vorclen grote delcn van dc grote hcrsenen aangetast cn vallen uiteinclcli. jk alle
Íunctics van cle grotc hersenschors uit. Toch r'vordt cle ziekte van Alzhciurer in cerste
instantic l 'atrk gcassociccrd met gcheugenvcrlies. Dit korlt omdat nict allc hcrsensvstcr.nen
evcn gevoclig zijn vour degcncratievc processcu. Vooral cle systcrnen in clc hersencn dic
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extra gevoelig en zullen het eerst aftakelen. Maar niet alleen de hippocampus is e-en
gevoelig hersengebied, rond 1980 werd in post-mortem materiaal van Alzheimer patiënten
ontdekt dat voornamelijk zenuwcellen die acetylcholine als neurotransmitter gebruiken (2.g.
cholinerge neuronen) massaal sterven en dat deze sterfie sterk correleert rnet de mate van
dementieverschijnselen. Vooral in de laatste jaren komen er steeds rneer aanwijzingen dat
het systeetn dat als prikkeloverdrager serotonine gebruikt (serotonerge neuronen) ook zeer
ingrijpende veranderingen ondergaat en dat de interactie tussen het cholinerge en
serotonerge neuronsysteem een belangrijke factor speelt in de gevoeligheid voor
degeneratieve processen.
Wereldwrjd zijn vele hersenonderzoekers bezig met het zoeken naar een mogehjke therapie
voor de steeds groter wordende groep Alzheimerpatiënten. Dit omvangrijke onderzoek
heeft ons al veel inzicht verschaít over de degeneratieve processen die een rol spelen ti jdens
het verioop van deze ziekte. Onclanks deze grote onderzoeksinspanning is er op dit moment
nog steeds geen goede behandelingsmethode die het aftakelingsproces kan remmen of
stoppen. In dit proefschrift worden experimenten beschreven die gebruik maken van
proefdieren die onderdelen van het ziekteproces nabootsen (in vivo) en van gekweekte
zenuwcellen (in vitro). Het doel van deze experimenten was lret vergarcn van nieuwe
inzichten in neurodegeneratieve processen en het verkennen van de mogeli jkheden om deze
processen te remmen en/of de gevolgen van deze processen te verminderen. Omdat rnet
name cholinerge en serotonerge zenuwcellen veel veranderingen ondergaan ti jdens
veroudering en in het bijzonder ti jdens de ziekte van Alzheimer, l igt de nadruk in dit
proeÍschrift vooral op deze neurotransmitter systemen.
Getrruikte modellen
Het abnorrnaal afgebroken 'Alzheirner' eiwit B-amyloid verstoort de calciumhuishouding
in neuronen wat uiteindeli jk leidt tot dc dood van hersencellerr. E,en methode om dit
celsterfte proces te onderzoeken is het aanbrengen van kleine injecties van p-amyloid in de
hersenen. Eerder onderzoek heelt aangetoond at B-arnyloid verantwoordeli jk is voor een
sterke instroom van calciur.nionen i de zenuwcel. Dit calcium komt de zenuwcel binnen
via een kanaaltje in een grool re'ceptoreiwil n het membraan van de zenuwcel, dat de N-
rnethyl-D-aspartate (NMDA) receptor wordt genoernd. Dit kanaal speelt een belangrijke rol
in de door p-amyloid opgewekte toxische ketenreactie. Niet alleen B-arnyloid opent het
NMDA kanaal. lnaar ook het NMDA zelf heeft dit eiÈct en veroorzaakt cen instroorrr van
een grote hocveell ieid calcium in de zenuwcel waardoor neuronen zullen sterven. [n
hoofdstuk 3, 5 eu 6 hebben wc NMDA geïnjecteerd in de basale voorhersenen; de plaats
waar de cholinerge zenuwcellen zich bevinden. Door deze injectie zal een deel van de
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te metclr kan clc ourvang van cle celsterl ie worden bcpaald. t lchandeling van proeli l icrcn
met slol ' lcn die cholirre'rge cellcn bescheruren zullcn clus rnoelcn resulterclr in een alharre
van clc cclstcrl ie. Dit dienroclcl heeÍi bcwezen zccr gescli ikt tc zijn orn protectic lan
herser.rr'vce liel te onclerzoeken.
E,en anclere nlanicr olr neLlronen te onclc'rzoeke-n is het makcn van cclkrieken. Flct is
mogeli-jk orr nellrolren te isolcren uit embryo's en clcze venolgcr.rs in kncck te brengcn er.r
te hoLrclcn. Omdat ncllronen zich niet delcn rnoeten cr voor elk cxpcriment opnieuw ccllen
n'orden gcïsoleercl. Bii het gcbnrik van lumorcellen. r.net nar.nc ellen van turloren uit de
hcrsencn. is dit problcern er nict. Het voorclcel van clczc cellen is clat ze nel dclcn. naarcloor
er dus voortdurencl nieuwe aanrnaak vau cellen plaatsvindt voor nieuu'e experimenten. Í let
nadeel van het gcbruik van tulrorcellcn is echtcr dat clezc cellen zich vaak nict als
'norn la lc 'hersenccl len gedragen.  Hierc loor  is  de r ,er la l ing van rcsLl l ta ten vcrkregen Inct  c l i t
soort gckweekte zenLrwcellen naar het intacte brein crg uroeil i lk.
Resultaten en bevindingen
In hooÍdstuk 2 worclt clc rol van hoge conccntraties van het strcsshormo()n cofi icostcr()n ()p
de degcneratie van hct serotoncrgc en clrolinerge systccrn ti jdcns vcroudcring beschrcven.
Dit is onderzocht on.rdat dezc l iormonen toenerren ti jdens ecn ziekte als de ziektc van
Alzheirncr die als zeer stressvol rvorclen ervarelr. I l iertoe r,r, 'crden bejaarde ratten (2-{
maanclcrr) voorzien van corticosteronimplantaten. Dcze diercn vertoonclcn een verhoogde
concentratic corticostcror.r ir.r zowel blocclplasma ls urine gedurende cn periodc 'u'an 4
r,r 'eken a irnplantatie. Analyse van clc hersenen onthulde ccn opvallenclc toename in de
aÍlakeling van serotonerge zenLlwvezels cn een lichte toenar.ne in degenercrende cholincrge
zenurvvczcls in clc dieren clie corticostcronimplantaten orrtvingen vcrgeleken mct
controledieren. Ook bleek dc mate van albraak van serotoncrgc n cholincrge zenu*cellen
aan elkaar gekoppeld. Deze str-rdie laat zicn dat hogc concentratics van hct stresshonnoon
corticosteron voornarr-reli jk het serotonerge systeerr aantast en dat cen verminclerd
lunctioncren van dit systecrn de gel'ocli-elieid van l.ret cholinerse svsteem vool'
degeneraticve proccsscn vergroot.
Momcnleel bestaal de enig beschikbarc behandeling van patiënten nret de ziektc van
Alzheimer uit de toedienins van meclicijnen van de Íàmilie van acetylcholinestcrase
remlncrs. Deze mcclici jnen berusten op het principc van het rclnnlen van cle aÍbraak r,an de
neurotransrritter acctylcholinc. Door dezc acetylcholine albraak te renrnrcrr bij patiënten
van rvic het aantal acetylcholineproclucerencle ce len is verrnincle'rd, zoals typisch het geval
is bil de Alzheimerpatiënt, kan een deel van de cognitieve Íirncties u'orden l.rerstelcl. Voor
het testcn van nicuwe bchanclelingsmcthoden zijn goede dicrrnodellen nodig waarbij de
schaclc aan het cholinerge systeem groot genoeg is orn cognil ieve functies aan te tasten,
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zonder het cholinerge systeem te veel te beschadigen waardoor er ruimte is voor lunctioneel
herstel. In hoofdstuk 3 hebben we de cholinerge celgroep in het mediale septlun
gedeeltelrjk beschadigd oor het injecteren van 30 nmol NMDA. ln het mediale septum zijn
de acetylcholine neuronen gelegen die de hippocampus van inÍbnnatie voorzien. Gedurende
7 dagen ontving een deel van de dieren een behandeling rnet de acetylcholinesteraseremmer
galantantine (l o1'3 mg/kg). Tijdens deze periode werd het ruimteli jke leervermogen van
de dieren gemeten. Na 7 dagen werden de dieren opgeofÍèrd en werd de conditie van het
cholinerge systeem onderzocht. Het gevolg van de mediale septurn laesie was dat dieren
duidelijk meer moeite hadden met ruimtelijke geheugentaken. Dit ruimtelijke leervermogen
was in dieren die behandeld waren met galantamine niet verschil lend van controledieren,
die geen beschadiging hadden. Analyse van het hersenrrateriaal van deze dieren l iet zien
dat er veranderingen waren in het cholinerge systeem maar niets wees op een vennindering
van het aantal cholinerge cellen. Wel waren de cholinerge cellen in de mediale septum
gekrompen, was de acetylcholinesterase activiteit in de hippocampus verminderd, terwijl de
concentratie acetylcholine onveranderd was. Deze veranderingen vertonen veel
overeenkomsten met de veranderingen die het cholinerge systeem ondergaat trjdens de
eerste stadia van de ziekte van Alzheirner. In ons diermodel zorgde cle toediening van
galantamine voor Íunctioneel herstel zoals dat ook gevonden wordt in patiënten in de
beginfase van de ziekte van Alzheimer.
Verschil lende acetylcholinesterase relnmers hebben laten zien dat het cognitieve vennogen
van Alzheimerpatiënten aanzienlijk kan worden verbeterd, wat het resultaat is van toename
van de hoeveelheid acetylcholine in de hersenschors. Er is echter weinig aandacht besteed
aan de natuurlijke regulatie van acetylcholinesterase in de hersenen, terwijl dit enzym zo
bepalend is voor de concentratie van de neurotransmitter acetylcholine in de grote hersenen.
In spiercellen wordt de activiteit van acetylcholinesterase g reguleerd via een signaalketen
van moleculen, waarbij cyclisch AMP en protei'ne kina.se A (PKA) een belangrijke rol
spelen. In hoofdstuk 4 hebben we onderzocht of deze celsignaal ketens ook de
acetylcholinesterase activiteit in cholinerge neuronen in de hersenen kan reguleren. Voor
dit onderzoek werd gebruik gernaakt van gekweekte acetylcholine neuronen. Deze werden
vervaardigd door fusie van cholinerge rnediale-septumneuronen van een rnuis rnet
neuroblastoma tumorcellen. De hieruit resr-rlterende cellen werden gestirnuleerd rnet
verschillende stofÍèn, die direct of indirect de cyclisch AMP- en PKA-aflrankelijke
celsignaal ketens beïnvloeden. Stofïen die de activiteit van PKA remmen zorgden voor een
sterke verlaging van de acetylcholinesterase-activiteit. Omgekeerd, stoÍten die het enzym
PKA stimuleren, zorgden voor een verhoging in de activiteit van acetylcholinesterase. Wij
denken dat meer inzicht in deze resulatie van acetvlcholinesterase oo het niveau van de
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zenuwcel kan leiden tot nieuwe behandelingen die als doel hebben de aibraak van
acetylcholine te verminderen.
Inmiddels is goed bewezen dat het remmen van de acetylcholine-atbraak het toenemende
verlies van cognitieve functies kan verminderen. De ultieme uitdaging is echter het vinden
van uethoden waannee de cholinerge cellen, die massaal sterven tijdens de ziekte van
Alzheirner, kunnen worden beschermd. Cholinerge neuronen bezitten serotonine 1A
(5HTr,\) receptoren. E,erder onderzoek in ons laboratorium had al aangetoond dat
toediening van medicijnen die 5HT1a-receptoren stimuleren, de cholinerge neuronen
kunnen beschermen tegen de toxische efÍècten van NMDA. In hoofdstuk 5 hebben we
onderzocht of een langdurige voorbehandeling rnet de 5HT11 stimulator S-OH-DPAT de
gevoeligheid van cholinerge neuronen voor NMDA kan verkleinen. De dieren werden twee
weken lang behandeld met S-OH-DPAT. Hierna werd een deel van de dieren ge'rnjecteerd
met 60 nmol NMDA in de acetylcholine celgroep gelegen in de hersenbasis. Dieren die
voorbehandeld waren met 0.5 mg/kg S-OH-DPAT haddcn ondervonden aanzienlijk rninder
schade aan de acetylcholine neuronen ten gevolge van het toxische NMDA, vergeleken met
dieren zonder 5HTl A voorbehandeling. Het mechanisme voor deze verminderde
gevoeligheid van neuronen voor NMDA werd gevonden in de verminderde hoeveelheid
NMDA receptoren in de hersenschors als gevolg van de langdurige 5HTIA stimulering.
Ttjdens hot verouderingsproces vermindert het aantal 5HT1n-receptoren in het brein. We
denken dat deze verandering mede verantwoordehjk kan zijn voor de toename in
gevoeligheid van neuronen voor degeneratieve processen zoals brj de ziekte van Alzheimer.
In hooÍdstuk 6 hebben we onderzocht of stimulatie van de 5HT1a-receptor t i jdens het
degeneratieve proces de beschadigde neuroncn nog kan redden. Ook in dit experiment
werden de dieren ge'rnjecteerd met 60 nmol NMDA in de cholinerge celgroep Op
verschillende trjdstippen na injectie werd begonnen met het toedienen van een uiterst
potsnte 5HT1,1-agonist repinotan-HCl. Veertien dagen na de injectie rnet NMDA werden de
dieren opgeoÍÍerd en werd het cholinerge systeem onderzocht. Start van de behandeling met
repinotan-HCl, 2 en 3 dagen na de NMDA-injectie zorgde voor een behoud van cholinerge
neuronen. Deze bijzondere resultaten laten zien dat het mogehjk is om in te grijpen tijdens
het degeneratieve proces.
l{et is nog niet helcmaal duideli jk welke ceilulaire processen of interacties tussen
verschillende celtypen betrokken zijn bij de gevonden effecten van 5HT1n- stimulerende
nTedicijnen. Cclkwcektechnieken geven onderzoekers de mogehjkheid om het micron.rilieu
rond een neuron te beïnvloeden en maken het gemakkelijker om cellulaire reacties te
onderzoeken. He1 problcem is echter dat de meeste hersengebieden bestaan uit
verschillende typen neuronen en dat interactie tussen deze verschillende neuronen moeihlk
te controleren is. In hoofdstuk 7 hebben wc geprobeerd cholinerge neuronen te isoleren uit
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embryo's van ratten. De meeste cholinerge cellen hebben een receptor in hun mernbraan die
afwezig is in niet-cholinerge cellen. Door het koppelen van rnagnetische bolletjes aan deze
receptor zr.ln wij er in geslaagd celcultures te maken waarbij 90-L)5oÁ van de cellen
cholinergc kenmerken bezitten. Zonder deze selectiemethode bestaan de cultures slechts
voor 20-25%o uit cholinerge neuronen. Na het karakteriseren van de cholinerge cultures
hebben we onderzocht of deze cultures gebruikt kunnen worden voor het onderzoeken van
neurodegeneratieve processerl. Toediening van het toxische glutamaat en NMDA zorgden
voor een afname van het aantal cholinerge neLlronen in onze cultures. Deze sterfte kon
ongedaan worden gemaakt door het stimuleren van de 5HTrr-receptor met 8-OH-DPAT.
Stimulatie van cholinerge neuronen met B-amyloid zorgde niet voor sterfte van cholinerge
neuronen en het 25-35 Íiagment van dit eiwit stimuleerde zelÍ's de diÍÍèrentiatie van de in
cultuur gebrachte cholinerge neuronen. De bevindingen van dit experirnent waren dat de in
cultuur gebrachte cholinerge cellen gevoelig waren voor toxische overstimulatie, rnaar dat
B-amyloid niet in staat was deze overstirnulatie t  veroorzaken.
Conclusies
In het kader van het Alzheimer-onderzoek worden wereldwijd jaarlijks duizenden artikelen
gepubliceerd. Toch is er nog veel onbekend over de rnechanismen die ten grondslag l iggen
aan deze aandoening en is er nog geen goede therapie beschikbaar die het verloop van deze
ziekte kan afremrnen, laat staan voorkomen. In hoofdstuk 2 hebben we laten zien dat hoge
concentraties van het stresshormoon corticosteron de degeneratie van het serotonerge
neuronen tijdens veroudering verergert en dat er een verband is tussen de rrate van
degeneratie van serotonerge en cholinerge neuronen. Er zijn tal van aanwijzingen dat een
goed werkend serotonerg systeem de gevoeligheid van het cholinerge systeem voor
degeneratie verlaagt. In hoofdstuk 5 en hoofdstuk 6 hebben we laten zien dat stimulatie
van de 5HT11-receptor de gevoeligheid van cholinerge cellen kan verkleinen en de
degeneratieve processen kan remmen. In hoofdstuk 3 is beschreven hoe met
acetylcholinesterase remmers de leer- en geheugenfuncties van dieren met een laesie van
het mediale septum verbeterd kunnen worden. In hoofdstuk 4 hebben we gevonden dat de
acetylcholinesterase-activiteit in cholinerge cellen is gereguleerd via cyclische AMP en
PKA. Deze kennis zou gebruikt kunnen worden om in de toekomst nieuwe therapieën te
ontwikkelen die de aÍbraak van acetylcholine voorkomen door de productie en activiteit
van acetylcholine te remmen.
Alzheimer wordt gekenmerkt door een dramatisch verlies van cholinerge neuronen met
name in de laatste stadia van de ziekte. Er is echter nog weinig bekend over de
veranderingen die het cholinerge systeem ondergaat als de eerste symptomen van de ziekte
zichtbaar worden. Er zijn aanwijzingen dat tijdens deze fase het cholinerge systeern eerder
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hyperactief is in plaats varr hypoactieÍ-. In hooÍdstuk 3 hebben rve laten zien clat kleir.re
vcrandcringcn in hct cholincrgc systeem kulrr"rclt eiden tot cen vcrrri l tdcrd leervcrrrogen.
Er zijn aanwijzingen dat t i jclens dc cerste Íàserr van dc ziekte van Alzhein-rer het cholinerge
systeern ecrclcr hyperactiel ' is clan hypoactiel. t lr zi jn verschil lcncle veranderingcn. t i jdens
veroudering cn sedurende cie cerste stadia van Alzheimer. clic cleze hyperactivitcit kr.rnnen
veroorzakcn. I)e 5HT1.\-recclltoren. die l irrrctioneren als ccrr relr op vccl systernen.
"'erdr'vi jnen voor een deel. Energietoevoer naal'de hersenen neemt al- rvaardoor
energicvcrbruikende proccsscn, zoals het opnriuren van de stimulcrcndc neurotransurittcr
glutanraat, nict rneer aÍdoerrclc kunncn wolclen uitgcvoerd. De activiteit van het cliolinerge
systeeln zal uiteindeli jk ovcrgcstinruleerd rakcn en degenercrcn. Met eerr goede en
vroegtijcl ige cliagnose. n.ret alle kennis die in dc Iaatste jaren vcruaard is cn in clc nabije
toekornst rrog zal worden opgcdaan, moet het mogcli jk zijn onr binncn niet al te langc ti jd te
komen tot ccn behandeling dic niet alleen de symptomen van clc ziekte ondcrclnrkt maar
ook de progrcssieve degerrcratic van hersenccllcn zal aliemrnen.
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